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Glycoprotein, Verfahren zu seiner Herstellung, 
seine Verwendung zur Gewinnung von Antiserum, sowie das Antiserum 



Die Erfindung betrifft in neues Glykoprotein, 
das im Blutserum, im Urin und im Extrakt mensch- 
licher Plazenten nachgewiesen und daraus isoliert 
werden kann, sowte ein Verfahren zu dessen Her- 
stellung. 

Die durch die wassrige Extraktion menschlicher 
Plazenten erhaltliche Proteinlosung enthalt be- 
kanntlich eine Vielzahl von Komponenten, dieteil- 
weise den Serumproteinen zuzuordnen und zum 
anderen Teil Gewebeproteine sind. 

Die Erfindung hat sich die Aufgabe gestellt, ein 
bisher noch nicht bekanntes Serum-Glykoprotein 
aus dem Extrakt menschlicher Plazenten zu isolie- 
ren, damit spezifisch gegen das neue Glykopro- 
tein gerichtete Antiseren herzustellen, womit das 
Glykoprotein im Serum und im Urin qualitativ 
nachgewiesen oder quantitativ bestimmt werden 
kann. 

Gegenstand der Erfindung ist ein neues Glyko- 
prot in, welches aus Blutserum, aus Urin und 
dem Extrakt menschlicher Plazenten erhaltlich ist. 
Es ist gekennzeichnet durch einen Proteinanteif, 
im wesentlichen bestehend aus a-Aminosauren 
von 75± 6%, einen Kohlenhydratanteil von 24,6 
± 5,2%, davon Hexosen 8,9 ± 2%, N-acetyliertes 
Hexosamin 7,1 ± 1,5%, Fucose 0,2 ± 0,2%, N-ace- 
tylierte Neuraminsaure 8,4 ± 1,5%, einen Sedi- 
mentationskoeffizienten s 2 ow von 2,5 ± 0,3 S, ein 
Molekulargewicht von .35 000 ±5 000 aufgrund 
der Bestimmung in der Ultrazentrifuge bzw. ein 
Molekulargewicht von 65 000 ± 10 000 aufgrund 
der Bestimmung im Natriumdodezyisulfat-halti- 
gen Polyacrylamidgel, einen isoelektrischen Punkt 
von pH 3,4 ± 0,4, einen Extinktionskoeffizienten 
E }'% n (2SQ nrn ) von 1£% ± °' 3 ' e ' ne elektrophore- 
tische Beweglichkeit im Bereich zwischen den a,- 
und den a 2 -Globulinen und eine spezifische im- 
munologische Reaktion mit einem spezifisch ge- 
gen das Glykoprotein gerichteten Antikorper. 

Zur Erlauterung der kennzeichnenden Merkma- 
le des Glykoproteins sei folgendes ausgefuhrt: 

Die Bestimmung der Sedirnentationskoeffizien- 
ten wurde in einer analytischen Ultrazentrifuge 
der Firm a Beckman (Spinco-Apparatur, Modell E) 
bei 6000 UpM in Doppelsektorzellen mit Hilfe der 
UV-Scanner Technik bei 280 nm durchgefuhrt. Als 
Losungsmittel diente ein 0,05 M Phosphatpuffer 
(pH 6,8) der 0,2 Mol/I NaCI enthielt. Die Protein- 
konzentration betrug 2%. Die Sedimentationsko- 
effizienten sind auf die Basis von Wasser bei 20 °C 
umgerechnet worden. 

Zur Ermittlung der Molekulargewichte wurde 
die Sedimentationsgleichgewichtsmethode und 
die Polyacrylamidgel-Elektrophorese herangezo- 
gen. Die Bestimmung in der Ultrazentrifuge wurde 
bei 9000 UpM vorgenommen. Die Auswertung er- 
folgte unter Zugrundelegung eines partiellen spe- 
zifischen Volumens (partial specific volume) von 
0,74 mg/g. In der Ultrazentrifuge ergab sich ein 
Molekulargewicht von 35 000 ± 5000. 

Fur die Polyacrylamidgel-Elektrophores wur- 



5 den zwei Verfahren angewandt. Die Auftrennung 
im normalen Polyacrylamid (PAA)-Gel erfolgte 
nach der Methode von Zwisler und Biei, Z.klin. 
Chem. 4, Seite 58, (1966). Zur Untersuchung im 
Natriumdodecylsulfat-haltigen Gel wurde ein Gel 

io mit 7,5% PAA, das 0,1% Natriumdodecylsulfat 
(SDS) enthielt, verwendet. Zur Reduktion sind die 
Proteine in 1 % SDS mit 1 % Merkaptoathanol inku- 
biert worden. Das Anfarben der Proteine geschah 
mit Amidoschwarz. Aus der Wanderung im SDS- 

75 haltigen PAA-Gel wurde fur das Glykoprotein ein 
Molekulargewicht von 65 000 ± 10 000 abgeleitet. 

Die Bestimmung des isoelektrischen Punktes 
wurde mit einer Saule (440 ml) der Firma LKB 
Stockholm, durchgefuhrt. Das sogenannte Am- 

20 pholin-Gemisch hatte bei der Untersuchung des 
Glykoproteins einen pH-Bereich von 2,5 bis 4,0. 

Die Untersuchung der elektrophoretischen Be- 
weglichkeit erfolgte in der Mikromodifikation von 
Beckmann Instruments auf Zelluloseazetatfolien 

25 mit Natriumdiathylbarbiturat-Puffer pH 8,6. 

Die Bestimmung der Kohlehydrate erfolgte 
nach der von H. E. Schultze, R. Schmidtberger, H. 
Haupt, Biochem. Z. 329, Seite 490, (1958), be- 
schriebenen Methode. 

30 Die Aminosaurenanalyse wurde nach S. Moore, 

D. H. Spackmann, W. H. Stein, Anal. Chem. 30, 
Seite 1185, (1958), unter Verwendung des Flussig- 
keitschromatographen Multichrom B der Firma 
Beckmann durchgefuhrt. 1/2 Cystin wurde nach 

35 Oxydation der Proteine mit Perameisensaure (S. 
Moore et al., Anal. Chem. 30, Seite 1185, (1958) ) 
und nachfolgender Chromatographic (S. Moore, 
J. Biol. Chem. 238, Seite 235, (1963) ) als Cystein- 
saure bestimmt. Der Tryptophangehalt ist mit der 

40 direkten photometrischen Bestimmung nach H. 
Edelhoch, Biochemistry 6, Seite 1948, (1967) er- 
mittelt worden. 

Die immunologische Charakterisierung der 
Substanz erfolgt am einfachsten durch ein be- 

45 kanntes Diffusionsverfahren, bei welchen Anti- 
gen, d.h. das Glykoprotein und ein gegen das 
Glykoprotein gerichteter Antikorper bzw. das hin- 
sichtlich der Antikorper nicht angereicherte Anti- 
serum gegeneinander in einem Tragermedium, 

so wie Agar, diffundieren. Treffen die beiden Reak- 
tionskomponenten in einem giinstigen Verhaltnis 
aufeinander, bildet sich ein sichtbares Prazipitat 
aus. Nach dieser Kenntnis ist es fur den Fachmann 
einleuchtend, dass alle immunologischen Techni- 

55 ken zum Nachweis und zur Bestimmung sowohl 
des neuen Glykoproteins, als auch der gegen das 
Glykoprotein gerichtete Antikorper moglich sind. 

Eine einfache und in der Regel ausreichend ge- 
naue Methode zur quantitativen Bestimmung des 

60 Glykoproteins in Korperflussigkeiten oder in Ge- 
webe xtrakten stellt die sogenannte Laurell-Tech- 
nik dar. Sie rst beschrieb n in Analyt. Biochem. 
(New York), 15, S ite 45 (1966). 

Gegenstand d r Erfindung ist ferner ein Verfah- 

65 ren zur Herstellung des oben charakterisierten 
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Glykoproteins, dadurch gekennz ichnet, dass Kor- 
perflussigkeit n Oder Extrakte von Organen, wel- 
che das Giykoprotein enthalten, unter Zugrunde- 
legung folgender erfindungsg mass gefundener 
Kriterien fraktioniert werden. 

Das Giykoprotein ist mit Neutralsalzen fallbar. 
Mit dem ublicherweise fur derartige Fallungen 
verwendeten Ammoniumsulfat wird es bei einer 
Sattigungskonzentration des Salzes von 30 bis 
60% in einem pH-Bereich in der Nahe des Neutral- 
punktes gefailt. 

Entsprechend seinem Molekulargewicht kann 
das Giykoprotein durch Massnahmen, die zur Ab- 
trennung von Substanzen mit Molekulargewich- 
ten zwischen 25 000 und 75 000 geeignet sind, 
gewonnen werden. Vorteilhaft werden hierfur die 
Methoden der Gel-Filtration oder Ultrafiltration 
eingesetzt. 

Das Giykoprotein wird bei neutralem oder 
schwach alkalischem pH-Wert an schwach basi- 
sche lonenaustauscher adsorbiert. Vorteilhaft 
wird dabei eine vergleichsweise wenig konzen- 
trierte Pufferlosung verwendet, denn durch Erhd- 
hung der Salzkonzentration oder auch durch Er- 
ni drigung des pH-Wertes kann die Adsorption 
verhindert werden. Andererseits bietet sich bei 
Kenntnis dieses Verhaltens die Moglichkeit an, 
das Giykoprotein zu adsorbieren und unter Ver- 
w ndung von hdherkonzentrierten Salzlosungen 
bzw. von Pufferlosungen mit erniedrigtem pH- 
Wert zu eluieren. 

Es hat sich gezeigt, dass das neue Giykoprotein 
mit den wasserloslichen organischen Basen der 
Acridin- und Chinolinreihe, die fur Protein-Fal- 
lungsverfahren ublicherweise Verwendung fin- 
den, nicht prazipitiert wird. Es bleibt in den bei 
diesem Verfahren iiblichen Konzentrationen im 
wassrigen Oberstand. Danach kann eine Acridin- 
base, wie 2-Athoxy-6,9-Diaminoacridinlactat oder 
eine Chinolinbase, wie Bis-(2-methy!-4-aminochi- 
nolyl-6)-carbamid-hydrochlorid, zur Fallung von 
begleitenden Proteinen verwendet werden, wobei 
das erfindungsgemasse Giykoprotein im Ober- 
stand verbleibt. 

Ahnliche Oberlegungen konnen gelten bei Ver- 
wendung von Hydroxy la patit als Adsorbens fur 
Proteine. Das neue Giykoprotein zeigt keine Affini- 
tat zum Hydroxylapatit, wohingegen eine Reihe 
von Begleitproteinen von Hydroxylapatit festge- 
halten wird. Das Giykoprotein gehort somit zu den 
Hydroxylapatit-passierenden Globulinen. Der Er- 
finder schlagt vor, es als Hydroxylapatit passie- 
rendes Globulin (HPG-2) zu bezeichnen. 

Aufgrund der Kenntnis der elektrophoretischen 
Beweglichkeit kann fur die Anreicherung bzw. Iso- 
lierung des Glykoproteins die praparative 
Zonenelektrophorese eingesetzt werden. 

Die Affinitat des Glykoproteins aufgrund seines 
immunologischen Verhaltens kann dafur einge- 
setzt werden, das Giykoprotein mit Hilfe von sog. 
Immun-Adsorptionsverfahren anzureichern. Hier- 
fur kann in an sich bekannter Weise ein Immunad- 
sorbens d.h. ein tragergebundener Antikorper, ge- 
gen das neue Giykoprotein hergestellt werden, 
welches das Giykoprotein sp zifisch zu binden 



vermag. Das Giykoprotein kann danach durch An- 
derung der Milieub dingungen wi der eluiert 
werden, wie dies mehrfach beschri ben ist. 
Durch eine ausgewahite Kombination der ge- 

5 nannten Methoden, die einerseits zur Anreiche- 
rung d s Glykoproteins, andererseits zu einer Ab- 
trennung von ubrigen Begleitproteinen fuhren, 
kann die Isolierung der erfindungsgemassen Sub- 
stanzen erfolgen. Demzufolge ist der Gegenstand 

10 der vorliegenden Erfindung in den einzelnen An- 
reicherungsschritten fur das neue Giykoprotein 
und in den durch Kombination der Massnahmen 
zur Anreicherung sich ergebenden Verfahren zu 
dessen Reinigung zu sehen. 

75 Die Leitlinie fur das Verfahren zur Herstellung 
des Glykoproteins besteht darin, dass jeweils der- 
jenige Anteil gewonnen wird, welcher eine positi- 
ve immunologische Reaktion mit einem gegen 
das neue Giykoprotein gerichteten Antiserum er- 

20 gibt. 

Nach Durchfuhrung der genannten Verfahrens- 
schritte zeigt es sich zuweilen, dass das Giykopro- 
tein noch von anderen immunologisch nachweis- 
baren Begleitproteinen verunreinigt ist. In diesem 

25 Falle werden die Verunreinigungen durch deren 
spezifische Adsorption entfernt. Man bedient sich 
dabei gangiger Techniken der Immunadsorption, 
bei welchen nach beschriebenen Verfahren an ei- 
nen Trager gebundene Antikorper gegen das zu 

30 entfernende Protein als Adsorbenzien eingesetzt 
werden. Haufig ist das weitgehend reine neue 
Giykoprotein noch mit Spuren des schwanger- 
schafts-spezifischen p 1 -Glykoproteins und/oder 
des ch-B-Glykoproteins, auch als leicht fallbares 

35 ciTGIykoprotein bezeichnet, vorgesellschaftet. Zu 
deren Abtrennung konnen gegen die Proteine ge- 
richteten Immunoglobuline, welche kovalent an 
vernetzte Agarpra pa ration, z.B. Sepharose, ge- 
bunden sind, verwendet werden. 

40 Die auf eine Saule, welche mit dem spezifischen 

Immunadsorbens gefullt wurde, aufgetragene 
Proteinlosung lauft insoweit unbehelligt durch die 
Saule, als nur diejenigen Komponenten gebunden 
werden, gegen die der Trager einen immunolo- 

45 -gisch aktiven Partner enthalt. Das neue Giykopro- 
tein kann auf diese Weise von den Verunreinigun- 
gen befreit werden. 

Zur Herstellung des neuen Glykoproteins wer- 
den mehrere der angeftihrten Massnahmen mit- 

50 einander kombiniert und dabei jeweils diejenige 
Fraktion weiterverarbeitet, in der immunologisch 
das neue Giykoprotein nachgewiesen werden 
kann, wahrend die ubrigen Fraktionen verworfen 
werden. 

55 Als Ausgangsmaterial fur die Herstellung des 

neuen Glykoproteins kann jede Korperflussigkeit 
oder jeder Organextrakt verwendet werden, in 
welchem es gelingt, das Giykoprotein immunolo- 
gisch nachzuweisen. Bevorzugt werden Extrakte 

60 menschlicher Plazenten verwendet, die durch Zer- 
kleinerung und Extraktion mit Wasser oder einer 
verdunnten, zweckmassig einer weniger als 
10%igen Salzlosung, vorteilhaft mit einer 
0,5%igen Neutralsalzlosung, wie Natriumchlorid, 

65 gewonnen werden konnen. Zweckmassig verwen- 
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det man auf 1 kg Piazenten etwa 1-5 Liter der 
Extraktionsiosung. Die nicht gelosten Anteile wer- 
den durch Zentrifugation oder Filtration von dem 
Extra kt abgetrennt. 

Das Verfahren zur Anreicherung ist gekenn- 5 
zeichnet durch die Anwendung mindestens einer 
der folgenden Massnahmen auf Korperfliissigkei- 
ten, welche das neue Giykoprotein enthalten und 
die anschliessende Gewinnung der bezuglich des 
Glykoproteins angereicherten Fraktion: w 

a) Zugabe von wasserldslichen Derivaten einer 
Acridin- oder Chinolinbase, vorzugsweise des 
2-Athoxy-6,9-Diaminoacridin-lactat, im pH-Be- 
reich von 5-10, vorzugsweise bei etwa pH 8, bis zu 
einer Endkonzentration von etwa 0,8% (Gewicht 15 
zu Volumen), wobei das Giykoprotein im wesentli- 
chen im Oberstand verbleibt. 

b) Zugabe von Neutralsalzen bis zur Ausfallung 
des Glykoproteins, vorzugsweise von Ammo- 
niumsulfat, bei etwa neutralem pH-Wert von 5-8 20 
bis zu 30-60% der Sattigungskonzentration des 
Ammoniumsulfats. 

c) Adsorption des Glykoproteins an einem 
schwach-basischen lonenaustauscher, wie Di- 
athylaminoathyl-cellulose, bei einer Leitfahigkeit 25 
der Losung von 0-2 mS und neutralem oder 
schwachalkalischem pH-Wert (6-9). Beispielswei- 

se unter Verwendung eines etwa 0,01 M Puffers 
vom pH-Wert von etwa 8. Ein bevorzugt zu ver- 
wendender Puffer ist Tris-hydroxymethylamino- 30 
methan-HCI. Die Elution des Glykoproteins kann 
durch Senkung des pH-Wertes unter pH 7,0 oder 
durch Erhohung der Leitfahigkeit tiber 5 mS er- 
reicht werden. 

d) Trennung aufgrund der Molekulgrosse {Mole- 35 
kularsiebfraktionierung). Besonders geeignet ist 

die Gelfiltration in einer Saule gefullt mit einem 
Polymeren entsprechender Porengrdsse, bei- 
spielsweise mit Epichlorhydrin-vernetztem Dex- 
tran, als Sephadex® hergesteilt von der Firma ao 
Pharmacia, Uppsala, mit dem Ziel der Anreiche- 
rung von Proteinen mit einem Molekulargewicht 
von etwa 50 000. Aber auch Produkte wie Ultro- 
gel® von LKB, Bromma oder Bio-Gel® von Bio-Rad 
Laboratories, Richmond, Calif, konnen eingesetzt 45 
werden. 

e) Durchfuhrung einer Adsorption mit Hydroxyl- 
apatit. Da das Giykoprotein in verdunnter Phos- 
phatpuffertosung von Hydroxylapatit nicht gebun- 

den wird, ist Hydroxylapatit ein geeignetes Agens, 50 
um Begleitproteine des Glykoproteins aus der Lo- 
sung zu entfernen. Die Proteinlosung wird hierfur 
zweckmassig auf einen pH-Wert um den Neutral- 
punkt eingestellt und die Leitfahigkeit der Losung 
auf etwa 1 mS gehalten. 55 
f} Praparative Zonenelektrophorese. 

Geeignet fur die Durchfuhrung einer Elektro- 
phorese ist eine das Giykoprotein enthaltende Lo- 
sung, vorzugsweise eine alkalische Pufferlosung, 
beispielsweise in einem Natriumdiathylbarbiturat- 60 
puffer von pH 8,6, und einer lonenstarke=0,1. Die 
Losung wird in eine Apparatur zur praparativen 
Elektrophorese eingetragefi, wie sie beispielswei- 
se von N. Heimburger und R. Schmidtberger in 
Behringwerke-Mitteilungen, Heft 43, Seite 83 ff., 65 



insbesondere auf Seite 119-120. beschrieben 
wird. Bei dem Gerat handelt es sich um die hori- 
zontal Anordnung einer Tragerelektrophorese in 
einem offenen Trog, in welchem das Tragermate- 
riai zur Abfuhrung der bei der Elektrophorese auf- 
tretenden Joul'schen Warme auf unter 10°C ge- 
kuhlt wird. Als Tragermaterial dienen gegenuber 
Proteinen indifferente Substanzen, vorteilhaft Po- 
lyvinylchlorid, oder dessen Copolymerisate in 
Form eines Granulats. 

Es ist empfehlenswert, die Elektrophorese im 
alkalischen pH-Bereich, vorteilhaft bei etwa pH 
8,6, bei einer lonenstarke von 0,08-0,12 und bei 
einer Feldstarke von 4-6 Volt/cm vorzunehmen. 
Bei Verwendung von 0,1 M Natriumdiathylbarbi- 
turatpuffer vom pH-Wert 8,6 wandert das Giyko- 
protein im elektrischen Feld in den zwischen a r 
und a 2 -Globulinen liegenden Bereich der Plasma- 
proteine. 

Fur die Gewinnung des neuen Glykoproteins 
wird die betreffende Zone herausgeschnitten und 
vom inerten Tragermaterial mit Hilfe von Wasser 
oder wassriger Salzlosungen, beispielsweise ei- 
ner 0,5 bis 1%igen Kochsalzlosung, eluiert. 

Das erfindungsgemass hergestellte Giykopro- 
tein hat antigene Eigenschaften. Eine damit durch- 
gefuhrte Immunisierung vonTieren nach bekann- 
ten Methoden fuhrte zur Bildung von spezifischen 
Antikorpern im Blut der immunisierten Tiere. De- 
ren Seren konnen nach ublichen Verfahren ge- 
wonnen und die darin enthaltenen Antikorper an- 
gereichert werden.- Die Antiseren konnen in be- 
kannten immunologischen Verfahren zum Nach- 
weis und zur Bestimmung des neuen Proteins in 
Korperflussigkeiten, insbesondere in dem Blutse- 
rum, Verwendung finden. 

Die Erfindung wird in dem nachstehenden Bei- 
spie! naher erlautert. 

Beispiel 

150 kg tiefgefrorene Piazenten werden zerklei- 
nert und mit 1501 einer 0,5%igen wassrigen Na- 
triumchloridlosung extrahiert. Der Extrakt wird 
mit 2n-Natriumhydroxyd auf pH 8 eingestellt und 
mit 50 I einer 3%igen wassrigen Losung von Di- 
aminoathoxyacridin-lactat versetzt. Nach einer 
Wartezeit von 1 Stunde wird der Oberstand der 
das erfindungsgemasse Giykoprotein (HPG-2) ent- 
halt, abgehebert, mit 5% festem Natriumchlorid 
(11 kg) zur Abscheidung des noch in Losung ver- 
bliebenen Diaminoathoxyacridin-lactats versetzt, 
filtriert und mit 30% - bezogen auf das Gewicht 
der Flussigkeit - festem Ammoniumsulfat versetzt 
und gut durchgeruhrt. Nach 1 Stunde wird der 
Niederschlag abfiltriert. 

500 g des auf dem Filter gesammelten Nieder- 
schlages werden in 500 ml destilliertem Wasser 
gelost und gegen eine 0,01 molare Tris-(hydroxy- 

methyD-aminomethan-Salzsaure-Pufferlosung 
vom pH-Wert 7,0, die 0,05% Natriumazid enthalt, 
dialysiert. Die dialysi rte Losung wird zentrifugiert 
und der Oberstand wird mit der gleichen Puffer- 
Losung auf 2000 ml aufg fullt, mit 0,1 n Natrium- 
hydroxydlosung auf pH 8,0 eingestellt und mit 
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500 g feuchter Diathylaminoathylcellulose (Firma 
Serva, Heidelberg) 1 Stunde verruhrt. 

Dann wird die Diathylaminoathylcellulose 
durch Filtrieren von der Losung abgetrennt, zwei- 
mal mit je 1 Liter 0,01 molarem Tris~(hydroxyme- 
thyl)«aminomethan-Salzsaure-Puffer vom pH- 
Wert 8,0 gewaschen und danach dreimal mit je 
500 ml 0,02 molarem Tris-(hydroxymethyl)-ami- 
nomethan-Salzsaure-Puffer, pH 6,5, der 0,85% Na« 
triumchlorid und 0,05% Natriumazid enthalt, elu- 
iert. 

Den vereinigten Eluaten werden 30% Ammon- 
sulfat, bezogen auf das Flussigkeitsgewicht, zuge- 
setzt und das ganze wird verruhrt. Der Nieder- 
schlag, der das Protein (HPG-2) enthalt, wird in 
300 ml destilliertem Wasser gelost. Die Proteinlo- 
sung wird gegen Tris-hydroxymethyl-Aminome- 
than-Salzsaure-Puffer von pH 8,0, der 1,0 Mol Na- 
triumchlorid/l enthalt, dialysiert und auf eine mit 
Sephadex G-150 gefullte Saule (100x20 cm) auf- 
getragen und mit dem genannten Puffer eluiert. 
Wahrend der Elution findet eine Fraktionierung 
der Proteine nach deren Molekulgrosse statt. 

Anschliessend werden die Eluate mit spezifi- 
schem Antiserum getestet, die das Glykoprotein 
(HPG-2) enthaltenden Fraktionen werden gesam- 
melt und daraus die Proteine nochmals, wie oben 
beschrieben, mit 30% festem Ammonsulfat aus- 
gefallt. 

Zur Weiterreinigung wird die Fallung in 50 ml 
Wasser gelost, gegen einen 0,005 m Phosphatpuf- 
fer, pH 6,8, dialysiert und auf eine mit Hydroxy!- 
apatit gefullte Saule, 3x23 cm, gegeben. Die Ent- 
wicklung der Saule erfolgt mit dem 0,005 m Phos- 
phatpuffer, pH 6,8. 

Das Glykoprotein (HPG-2) erscheint im Durch- 
lauf ; dieser wird auf einem Ultrafilter eingeengt. 
Das Konzentrat wird anschliessend gegen einen 
0,01 M Tris-HCI-Puffer, pH 7,0, dialysien und an 
Deae-Sephadex (Saule 3X 23 cm) adsorbiert. Zur 
Elution und Auftrennung der adsorbierten Protei- 
ne dient ein NaCI-Gradient von 0-2%. Die das 
Glykoprotein (HPG-2) enthaltenden Eluatfraktio- 
nen werden gesammelt eingeengt. 

Zur Weiterreinigung wird das eingeengte Eluat 
in einer 0,075 m Ammoniumbikarbonatlosung 
aufgenommen und einer praparativen Zonenelek- 
trophorese unterworfen. Die das HPG-2 enthaften- 
de Zone wird nach der Auftrennung herausge- 
schnitten und mit physiologischer Kochsalzlosung 
eluiert; die Eluate engt man anschliessend auf 
dem Ultrafilter ein. 

Das als Verunreinigung noch vorhandene c^B- 
Glykoprotein wird mit Hilfe eines entsprechenden 
Immunadsorbens entfernt. Zur Herstellung des 
Immunadsorbens werden Antikorper gegen das 
a-,B-Glykoprotein kovalent an Sepharose gebun- 
den und das so erhaltene Adsorbens mit dem 
Eluat im Batch-Verfahren oder in einer Saule in 
Beruhrung gebracht. Dabei wird das c^B-dyko- 
protein an die tragergebundenen Antikorper ad- 
sorbiert, wahrend das Glykoprotein HPG-2 in Lo- 
sung bleibt. Die Losung, die dann nur noch HPG-2 
enthalt, wird gegen Wasser dialysiert und lyophili- 



siert. Man erhalt etwa 10 bis 30 mg des n uen 
Glykoproteins HPG-2. 

Es zeigt folgende Aminosaure-Zusammenset- 
zung (Haufigk it mit Variationskoeffizienten (VK in 

5 %): 





Haufigkeit 
in Mol % 


VK % 


Lysin 


4,41 


6,92 


Histidin 


1,22 


22,79 


Arginin 


1,34 


9,18 


Asparaginsaure 


8,23 


2,56 


Threonin 


6,74 


2,42 


Serin 


5,26 


6,85 


Glutaminsaure 


12,59 


0,49 


Prolin 


11,27 


9,20 


Glycin 


5,63 


9,84 


Alanin 


15,05 


6,35 


Cystin/2 


3,65 


22,76 


Valin 


9,89 


7,94 


Methionin 


0,0 


0,0 


Isoleucin 


0,88 


7,39 


Leucin 


9,09 


3,74 


Tyros in 


1,02 


30,77 


Phenylalanin 


3,60 


5,14 


Tryptophan 


0,14 


96,98 



30 

Das Protein kann in ahnlicher Weise aus Serum, 
auch aus Mannerserum, gewonnen werden. Dazu 
werden als Ausgangsmaterial 100 Liter Serum 
eingesetzt, das mit 100 I destilliertem Wasser ver- 
35 dunnt wird. Das Protein wird analog Beispiel 1 mit 
Rivanol gefallt und weitergereinigt. 

Patentanspruche 

1. Glykoprotein gekennzeichnet durch 
40 a) einen Proteinanteil von 75 ±6%; 

b) einen Kohlenhydratanteil von 24,6 ± 5,2%, 
davon Hexosen 8,9 ± 2%, N-acetyliertes Hexos- 
amin 7,1 ± 1,5%, Fucose 0,2 ± 0,2%, N-acetylier- 
te Neuraminsaure 8,4 ± 1,5%; 
45 c) einen Sedimentationskoeffizienten S 20w von 2,5 
± 0,3 S; 

d) ein in der Ultrazentrifuge bestimmtes Moleku- 
largewicht von 35 000 ± 5000; 

e) einen isoelektrischen Punkt von pH 3,4 ± 0,4; 
so f) einen Extinktionskoeffizienten E ]^ 0 m (280 mm) 

von 1,9 ± 0,3; 

g) eine elektrophoretische Beweglichkeit im Be- 
reich zwischen a-,- und den a 2 -Globulinen; 

h) eine spezifische immunologische Reaktion mit 
55 einem spezifisch gegen das Glykoprotein gerich- 

teten Antikorper. 

2. Verfahren zur Anreicherung des Glykopro- 
teins nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass eine Proteinlosung, die das Glykoprotein ent- 

60 halt, mindestens einer der folgenden Massnah- 
men unterworfen wird und die bezuglich des Gly- 
koproteins angereicherte Fraktion gewonnen 
wird: 

a) Zugabe von Neutralsalzen bis zur Ausfallung 
65 des Glykoproteins; 
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b) Mo) kularsiebfraktionierung und Gewinnung 
d r Fraktion mit einem Molekularg wicht von 
25 000 bis 75 000; 

c) Adsorption des Glykoproteins an einen 
schwach basischen fonenaustauscher und Elution 
davon; 

d) Zugabe von wasseH 6s lichen Derivaten einer 
Acridin oder Chinolinbase im Bereich von pH 5-10 
bis zu einer Endkonzentratton von etwa 0,8% ; 

e) Behandlung der Glykoproteinlosung mit Hydro- 
xy la pat it; 

f) Praparative Zonelektrophorese und Gewinnung 
der Zone zwischen a-,- und a 2 -Globulinen; 

g) Behandlung der Proteinlosung mit einem Im- 
munadsorbens. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass als Proteinlosung ein Extrakt aus 
menschlichen Plazenten verwendet wird. 

4. Verwendung des Proteins nach Anspruch 1 
zur Gewinnung von Antiseren. 

5. Antiserum erhalten durch Immunisierung 
von Wirbeltieren mit einem Glykoprotein nach 
Anspruch 1. 

Revendications 

1. Glycoproteine, caracterisee par: 

a) une teneur en proteines de 75 ± 6%; 

b) une teneur en hydrates de carbone de 24,6 ± 
5,2%, dont hexoses 8,9 ± 2%, n-acetyl hexos- 
amine 7,1 ± 1,5%, fucose 0,2 ± 0,2%, acide 
N-acetyl neuraminique 8,4 ± 1,5%; 

c) un coefficient de sedimentation S 20w de 2,5 ± 
0,3 S; 

d) une masse moleculaire determinee par ultra- 
centrifugation de 35 000 ± 5000; 

e) un point isoelectrique de pH 3,4 ± 0,4; 

f) un coefficient d'extinction E ^(280 nm) de 1,9 
± 0,3; 

g) une mobilite electrophoretique dans le do- 
maine compris entre les a, et les a 2 -globulines; 

h) une reaction immunologique specifique avec 
un anticorps specifiquement oppose a la glyco- 
proteine. 

2. Procede de concentration de la glycoproteine 
selon la revendication 1, caracterise en ce qu'on 
soumet une solution de proteines qui contient la 
glycoproteine, a au moins une des operations 
suivantes et on recupere la fraction enrichie en la 
glycoproteine concernee: 

a) addition de sels neutres jusqu'a precipitation de 
la glycoproteine; 

b) fraction nement au tamis moleculaire et recupe- 
ration de la fraction ayant une masse moleculaire 
de 25 000 a 75 000; 

c) adsorption de la glycoproteine sur un echan- 
geur d'ions faiblement basique et elution de la 
glycoproteine; 

d) addition de derives solubles dans I'eau d'une 
base d'acridine ou de quinoleine dans une gamme 
d pH de 5 a 10 jusqu'a une concentration finale 
d'environ 0,8%; 

e) traitement de la solution de glycoproteine par 
I'hydroxylapatite ; 



f) electrophorese preparativ en zones et recupe- 
ration de la zone entre I sa, 1 1 s a 2 -globu lines ; 

g) trait ment de la solution d protein s avec un 
immunoadsorbant. 

5 3. Procede s Ion la revendication 2, caracterise 

en ce que comme solution de proteines, on utilise 
un extrait de placentas hurnains. 

4. Utilisation de la proteine selon la revendica- 
tion 1 pour 1'obtention d'antiserums. 

io 5. Antiserum obtenu par immunisation de verte- 
bres avec une glycoproteine selon la revendica- 
tion 1. 



Claims 

1. Glycoprotein, characterized by 

a) a protein proportion of 75 ± 6%; 

20 b) a carbohydrate proportion of 24,6 ± 5,2% ; of 
which 8,9 ± 2% of hexoses, 7,1 ± 1,5% N-acetyl- 
ated hexosamine, 0,2 ± 0,2% of fucose and 
8,4 ± 1,5% of N-acetylated neuraminic acid; 

c) a sedimentation coefficient S 20w of 2,5 ± 0,3 S; 
25 d) a molecular weight of 35 000 ± 5000 deter- 
mined in the ultracentrifuge; 

e) an iso-electric point of pH 3,4 ± 0,4; 

f) an extinction coefficient E ]^ (280 mm) of 1,9 
± 0,3; 

30 g) an electrophoretic mobility in the range bet- 
ween a,- and a 2 -globulines; 

h) a specific immunologic reaction with an anti- 
body directed specifically against the glykopro- 
tein. 

35 2. Process for enriching the glycoprotein 

defined in claim 1, which comprises subjecting a 
protein solution containing that glycoprotein to at 
least one of the following measures and isolating 
the fraction enriched with that glycoprotein: 

40 a) addition of neutral salts until the glycoprotein is 
precipitated; 

b) molecular sieve fractionation and isolation of 
the fraction having a molecular weight of between 
25 000 and 75 000; 

45 c) adsorption of the glycoprotein on a weakly 
basic ion exchanger and elution therefrom ; 

d) addition of water-soluble derivatives of an 
acridine or quinoline base in a pH-range of from 5 
to 10 until a final concentration of about 0,8% is 

50 reached ; 

e) treatment of the glycoprotein solution with hy- 
droxy l-apatite; 

f) preparative zone electrophoresis and isolation 
of the zone between a-r and a 2 -globulines; 

55 g) treatment of the glycoprotein solution with an 
immuno adsorbant. 

3. A process as claimed in claim 2, wherein said 
protein solution is an extract of human placentas. 

4. The use of the protein defined in claim 1 for 
50 the preparation of antisera. 

5. An antiserum obtained by immunization of 
v rtebrates with the glycoprotein defined in 
claim 1. 
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